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ACTH    adrenocorticotropes Hormon 
ADP   Adenosindiphosphat 
AT-II   Angiotensin-II 
ATP   Adenosintriphosphat 
Beta-End  Beta-Endorphin 
cDNA   komplementärer DNA Strang 
cGMP   zyklisches Guanosinmonophosphat 
CRH    Corticotropin-Releasing-Hormon 
DAF-2DA   Diaminofluoreszin Diacetat 
DMSO   Dimethylschwefeloxid 
DNA   Desoxyribonukleinsäure 
DNase   Desoxyribonuklease 
dNTP   Desoxyribonukleotidtriphosphat 
ELISA   Enzyme-linked immunosorbent assay 
ET-1   Endothelin-1  
HPA-Achse   Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse  
HMEC-1   humane mikrovaskuläre Endothelzelllinie der Haut 
HUVEC  humane Endothelzellen von Bauchnabelvenen 
ICAM-1  Interzelluläres Adhäsionsmolekül-1 
IL   Interleukin 
LDL   Low Density Lipoprotein 
L-NAME  Nitro-L-Arginin-Methyl-Ester 
LPS    Lipopolysaccharid 
MAT    mentaler arithmetischer Test 
MCDB   Medium zur Kultivierung von HMEC Zellen 
NO   Stickstoffmonooxid 
NOS   Stickstoffmonoxid–Synthase  
PBMC   mononukleären Zellen 
PCR   Polymerase Kettenreaktion 
RNA   Ribonukleinsäure 
TBE-Puffer  TRIS-Borat-EDTA-Puffer 
THP-1   menschliche akute Leukämie Monozyten Zelllinie 
TNF-α   Tumor-Nekrose-Faktor-Alpha 
VCAM-1  Gefäßadhäsionsmolekül-1 
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Die koronare Herzerkrankung, der Apoplex, die periphere arterielle 
Verschlusskrankheit oder Gefäßaneurysmen sind nur einige der zahlreichen 
klinischen Manifestationen der Atherosklerose. 43,7% der Toten 2006 in 
Deutschland starben an Erkrankungen des Herzkreislaufsystems, wobei bei 17,5% 
aller Toten eine ischämische Herzerkrankung und bei 3,5% ein Schlaganfall 
ursächlich war (Statistisches Bundesamt, Fachserie 12 Reihe 4. 2007). 
Das von Ross formulierte „Response to injury-Modell“ als 
Pathogenesemechanismus der Atherogenese ist intensiv erforscht und etabliert. 
Wichtige zu Grunde liegende Pathomechanismen sind die klassischen 
kardiovaskulären Risikofaktoren wie arterielle Hypertonie, Hypercholesterinämie, 
Rauchen oder Diabetes mellitus, die alle ihren Niederschlag in einem 
Therapiekonzept gefunden haben (Ross 1999). 
Daneben gibt es Hinweise, dass chronischer psychosozialer Stress ebenfalls die 
Genese der Atherosklerose fördert. Ob Stress synergistisch zu den klassischen 
Risikofaktoren oder als selbstständiger Faktor die Erkrankung induziert, ist ebenso 
wenig hinreichend geklärt wie mögliche Pathomechanismen einer Stress-
induzierten Endotheldysfunktion als Vorläufer der Atherosklerose. 
Es stellt sich die Frage über welche Mechanismen das ZNS, als zentrales 
Steuerungsorgan belastender psychosozialer Ereignisse wie Stress, an der 
Entwicklung und Progression der Atherosklerose beteiligt ist. 
Hinweise auf Interaktionen von zentralnervösen Prozessen und der Atherogenese 
beschrieb erstmals Gutstein (Gutstein et al. 1990). Er konnte in einem Tierversuch 
zeigen, dass es durch chronische elektrische Stimulation des Hypothalamus zu 
Vasospasmen und Endothelschäden (bis zur Denudierung des Endothels), sowie 
zu einer Proliferation von glatten Muskelzellen und der Intima kam. Eine stringente 
pathophysiologische Erklärung für die beobachteten Phänomene konnte Gutstein 
allerdings nicht geben. 
1.1. Pathomechanismen der Atherosklerose 
Wie bereits zitiert, nimmt das von Ross postulierte „Response to injury-Modell“ eine 
zentrale Rolle im Verständnis der Atherosklerose ein. Als Initialphase gilt hierbei die 
Akkumulation von Lipiden und Lipoproteinen zunächst am Endothel und im 
Folgenden in der Intima, gefolgt von Anlagerung, Migration und Akkumulation von 
Monozyten und T-Lymphozyten im subendothelialen Raum, vermittelt durch die 
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Expression von Adhäsionsmolekülen an der Endothelzell- und 
Leukozytenoberfläche.  
In Anwesenheit von oxidiertem LDL erfolgt die Aktivierung und Umwandlung der 
Monozyten zu Makrophagen, die durch Aufnahme von Lipoproteinen über den 
Scavenger-Rezeptor zu Schaumzellen werden, und mit wachsender Zahl das 
morphologische Bild der „fatty streak“ ergeben (Ross 1999). 
Durch eine parallele Ausschüttung von vasoaktiven Substanzen, hydrolytischen 
Enzymen, Chemokinen, Zytokinen und Wachstumsfaktoren (Libby, Ross 1996; 
Raines et al. 1996) aus Endothelzellen, Monozyten, T-Lymphozyten (Giachelli et al. 
1998) oder Thrombozyten (Kirkpatrick 1992) werden Proliferation und Migration 
glatter Muskelzellen (Glagov et al. 1987), eine weitere Akkumulation von 
Monozyten, Lymphozyten und Lipiden, sowie gerinnungsaktive Eigenschaften 
vermittelt. Die resultierende Größenzunahme der Läsion führt über eine fibröse 
Plaquebildung zur weiteren Lumeneinengung, bis zum klinischen Bild des 
Myokardinfarktes (Ross 1999). 
Jüngere Studien im Bereich der vaskulären Biologie haben gezeigt, dass neben den 
klassischen kardiovaskulären Risikofaktoren die Inflammation als weiterer zentraler 
Mechanismus der Atherosklerose betrachtet werden muss. (Libby 2003). So ist 
heute bekannt, dass unter der fibrösen Plaque ein „stiller“ inflammatorischer 
Prozess vorliegt, der bei Vorliegen bestimmter Triggerfaktoren ausbrechen kann. 
Vor allem die Ausschüttung von Chemokinen und Zytokinen aus eingeschlossenen 
Makrophagen destabilisiert die schützende Plaqueoberfläche, und erhöht dadurch 
die Gefahr für Plaqueruptur (Libby 2003). Die Plaqueinstabilität oder Ruptur wird vor 
allem durch Katecholamine, Vasokonstriktion, oder durch Thrombozytenaktivierung 
verursacht, bedingt unter anderem durch eine lokale Endotheldysfunktion (Noll, 
Lüscher 1998). 
Die Erosion, bzw. Ruptur der fibrösen Plaque bietet weiteren Makrophagen und 
Immunzellen eine Eintrittsmöglichkeit. Durch weitere Aktivierung (Fuster 1994; Lee, 
Libby 1997) kommt es zur Ausschüttung von Proteinasen, Kollagenasen und 
Elastasen, die die Plaqueinstabilität sowie die Immunsystemaktivierung potenzieren 
(Galis 1995). Ebenfalls möglich sind Blutungen, sowohl aus plaqueeigenen Gefäßen 
als auch luminal, assoziiert mit einer Aktivierung der Gerinnung und resultierender 
Thrombusbildung mit Gefäßokklusion. 
Endotheldysfunktion und Inflammation sind demnach verantwortlich für die 
Entstehung der Atherosklerose, und sie sind zugleich auch Mediatoren und 
Promotor von akuten Ereignissen (Fichtlscherer, Zeiher 1999).













Abbildung 3: Plaqueinstabilität mit Ruptur, modi
 
 
rmationen, modifiziert nach Ross. (Ross 1999) 
 
modifiziert nach Ross. (Ross 1999) 
 
fiziert nach Ross. (Ross 1999) 
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1.2. Stress als Risikofaktor der Atherosklerose 
1.2.1. Definition von Stress 
Das Leben wird durch ein komplexes, dynamisches Gleichgewicht charakterisiert, 
das ständigen Herausforderungen durch intrinsischen oder extrinsischen, realen 
oder nicht realen, negativen Kräfte, den sogenannten Stressoren ausgesetzt wird. 
Stress ist hierbei definiert als ein Zustand der Bedrohung. Die Reaktion auf Stress 
beinhaltet die Aktivierung von komplexen physiologischen Vorgängen zentraler und 
peripherer Systemen mit dem Ziel den Organismus in Abwehrzustand gegenüber 
den Stressoren zu versetzen, um ihm die Flucht in eine günstigere Umgebung und 
dadurch sein Überleben zu ermöglichen. Inadäquate und/oder über einen 
verlängerten Zeitraum ausfallende Antworten auf eine Stresseinwirkung können zu 
negativen Konsequenzen für Metabolismus, Herzkreislauf, endokrines System, 
Wachstum, Vermehrung, Immunsystem oder Verhalten führen (Habib et al. 2001; 
Chrousos, Gold 1992). 
1.2.2. Die Stressantwort 
Die zentralen Komponenten des Stresssystems sind die Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennieren-Achse (HPA-Achse) sowie das autonome Nervensystem, 
wobei zahlreiche Interaktionen auf unterschiedlichsten Ebenen zwischen den 
beteiligten Systemen beschrieben sind (Habib et al. 2001; Chrousos 2002). 
Das Stresssystem erhält und bewertet eine Vielzahl von kognitiven, emotionalen, 
neurosensorischen und peripheren somatischen Signalen. Die Aktivierung bewirkt 
zahlreiche physiologische und verhaltensbedingte Veränderungen: erhöhte 
Wachsamkeit und Vigilanz, Euphorie, reduziertes Schmerzempfinden, Zunahme 
von Blutdruck, Herz- und Atemfrequenz, maximale Durchblutung von Gehirn und 
Muskeln, Lipolyse und Glukoneogenese, Hemmung von Wachstum, Fortpflanzung, 
Darmmotilität sowie Appetit. Die Bronchien sind zwecks besserer Oxygenierung 
dilatiert, die Kontraktilität des Myokards ist erhöht (Chrousos, Gold 1992).  
Während einer Stresseinwirkung werden gleichzeitig auch hemmende 
Mechanismen aktiviert, die eine inadäquate oder zu lang andauernde Stressantwort 
mit negativem Effekt auf die Homöostase verhindern sollen (Chrousos 2002). Bei 
chronischer Aktivierung der Stressantwort aufgrund der Persistenz von Stressoren 
mit signifikantem Serumanstieg von Kortisol, Adrenalin und Noradrenalin (Pike et al. 
1997), überwiegen die negativen Effekte, die zu einer Vielzahl von pathologischen 
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Veränderungen führen können. Diese reichen von Depression, Malnutrition, 
Verhaltensstörungen, metabolisches Syndrom, Hypothyreose, Cushing-Syndrom, 
Nebenniereninsuffizienz, erhöhter Blutviskosität mit Gefahr der Thrombenbildung, 
erhöhte Thrombozytenfunktion, Stimulation der Immunantwort bis hin zum 
Myokardinfarkt (Kop 2003; Rozanski et al. 1999). 
1.2.3. Stress-induzierte Vasokonstriktion 
Die Beobachtung einer signifikanten Vasokonstriktion der Koronararterien unter 
mentaler Stresseinwirkung bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung lässt auf 
endothelabhängige Mechanismen schließen (Yeung et al. 1991; Dakak et al. 1995). 
Auch gesunde Probanden erfahren im Rahmen einer kurzfristigen mentalen 
Stressinduktion eine verlängerte Endotheldysfunktion mit Aktivierung von 
Endothelin-A Rezeptoren (Ghiadoni et al. 2000), Effekte, die durch Verabreichung 
eines Endothelin Rezeptor-Antagonisten vollständig aufgehoben werden konnten 
(Spieker et al. 2002). Im Rahmen eines mentalen arithmetischen Test (MAT), einer 
etablierten Methode zur Untersuchung einer möglichen Stress-assoziierten 
Beeinflussbarkeit des kardio-vaskulären Systems (Fontana et al. 1997; Specchia 
1991), konnte eine signifikante Steigerung der ET-1 Plasmakonzentration 
gemessen werden (Fontana et al. 2005). Erhöhte ET-Spiegel wurden auch im 
Rahmen einer ausgeprägten Lärm-Exposition, verwendet als experimenteller 
Stressor, für die Induktion einer Myokardischämie dokumentiert (Castellani et al. 
1999). 
1.2.4. Stress als Auslöser akuter kardialer Ereignisse  
Die Bedeutung von psychosozialen Faktoren wie Depression, Angst, soziale 
Isolation, geringer sozialer Status, chronischer Stress in Beruf oder Familie, Ärger, 
oder Feindseligkeit als Triggermechanismen der Atherosklerose, unabhängig von 
den klassischen Risikofaktoren, konnte durch viele tierexperimentelle, 
epidemiologische und klinische Studien belegt werden (Rugulies 2002; Rosengren 
et al. 2004). 
Die Gruppe um Wilbert-Lampen und Mitarbeitern konnte kürzlich berichten, dass es 
unter Einfluss von Stress, ausgelöst durch ein bedeutendes Fußballspiel der 
deutschen Nationalmannschaft während der WM 2006, zu einem signifikanten 
Anstieg von Myokardinfarkten und plötzlichem Herztod kam (Wilbert-Lampen, 
Leistner et al. 2008). 
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Tragische Ereignisse wie der Tod des Ehepartners, Scheidung oder Verlust der 
Arbeitsstelle gehen einer Vielzahl von akuten Myokardinfarkten voraus (Rahe et al. 
1974; Kaprio et al. 1987). 1994, während eines Erdbebens in Los Angeles, kam es 
zu einem signifikanten Anstieg der plötzlichen Herztoten auf dem Boden einer 
vorbestehenden koronaren Herzerkrankung im Vergleich zu einer 
korrespondierenden Vergleichsgruppe (Leor 1996). Ähnliche Beobachtungen 
wurden im Rahmen von Luftangriffe auf israelische Städte im Golfkrieg 1991 
gemacht (Meisel et al. 1991). Karasek und Kollegen dokumentierten eine vierfache 
Erhöhung des Risikos für kardiovaskulär bedingten Tod bei Probanden, die in ihrer 
Arbeitswelt hohen Anforderungen, assoziiert mit geringer Entscheidungsbefugnis 
ausgesetzt waren (Karasek et al. 1981). 
Psychosozialer Stress fördert Atherosklerose einerseits direkt durch Sympathikus- 
und HPA-Achsen Aktivierung, andererseits fördert Stress eine negative 
Lebensführung, die eine Zunahme der klassischen kardiovaskulären Risikofaktoren 
beinhaltet, wie z.B. das Rauchen oder cholesterinreiche Ernährung. Zudem 
erschwert Stress eine gezielte Veränderung der gesundheitsschädlichen 
Lebensgewohnheiten (Rozanski et al. 1999). So konnten Rutledge und Kollegen 
nachweisen, dass Faktoren wie chronischer Ärger oder Depression mit 
Dyslipidämie, erhöhtem Bodymaßindex oder vermehrtem Rauchen korrelieren 
(Rutledge et al. 2001). 
Frühere Tierexperimente mit Affenpopulationen zeigten, dass ein regelmäßiger 
Austausch der Mitglieder innerhalb der Gruppe mit daraus resultierenden Kämpfen 
um die Rangordnung, zu einem signifikanten Anstieg der Atherosklerose der 
Koronargefäße führte (Kaplan et al. 1982). Keine Unterschiede gab es hinsichtlich 
Serumlipide, Blutzucker, Blutdruck oder körperlicher Aktivität. Nachfolgende Studien 
belegten eine deutlich reduzierte Atherosklerosebildung bei Affen in instabilen 
Verhältnissen, die einen Beta-Blocker erhielten. Die Autoren verwiesen dabei auf 
einen direkten Zusammenhang zwischen der proatherogene Wirkung von Stress 
und einer Sympathikusaktivierung (Kaplan et al. 1987). 
1.3. Wichtige Zelltypen der Atherosklerose  
1.3.1. Endothelzellen 
Das vaskuläre Endothel ist ein einschichtiges Plattenepithel und bildet die 
Innenauskleidung sämtlicher Gefäße. Es ist ein dynamisches Organ mit 
Schlüsselposition in der Steuerung von kontraktilen, sekretorischen, mitogenen, 
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hämostasiologischen und immunologischen Funktionen (Fichtlscherer et al. 1999). 
Durch Ausschüttung von Vasodilatatoren (Stickstoffmonoxid und Prostacyclin) oder 
Vasokonstriktoren (Thromboxan A2, Endothelin, freie Radikale, Angiotensin II) 
übernimmt das Endothel eine zentrale Rolle in der Regulation des Gefäßtonus. 
Desweiteren ist es Produktionsort von Adhäsionsmolekülen, Wachstumsfaktoren, 
gerinnungsaktiven Faktoren, Endzündungsmediatoren und Chemokinen (Vane 
1990). Unter physiologischen Verhältnissen liegt ein Gleichgewicht von pro- und 
antiatherosklerotischen Eigenschaften vor; unter pathophysiologischen Umständen 
kommt es hingegen zu einer Imbalance der Endothelfunktion mit verringerter 
Ausschüttung von NO, bzw. beschleunigter Inaktivierung durch freie Radikale oder 
oxidiertes LDL (Epstein et al. 2000), bei gleichzeitig gesteigerter Endothelin-1 
Synthese (Lerman et al. 1995), resultierend in einer Dysbalance von Vasodilatation 
und Vasokonstriktion, mit überwiegen der Vasokonstriktion. Daneben werden durch 
Endothelzellen vermehrt proinflammatorische Zytokine gebildet, die die NO-
Synthase Expression, verantwortlich für die NO-Bildung inhibiert, was zu einer 
weiteren Reduktion der NO Verfügbarkeit führt (Seidel et al. 2006). 
Wechselwirkungen zwischen Endothelzellen, glatten Muskelzellen und Monozyten 
sind maßgeblich an Adhäsion und Migration der Blutzellen in die Gefäßwand 
beteiligt (Rainger, Nash 2001). Nach deren Aktivierung durch Zytokine, 
insbesondere TNF-α, exprimieren die Endothelzellen Adhäsionsmoleküle, wie E- 
und P-Selectine oder VCAM-1 (Dunon et al. 1996). Rainger und Nash konnten 
zudem nachweisen, dass die Leukozyten-, Neutrophilen- und Monozytenadhäsion 
an Endothelzellen, die Expression von E-Selectin und VCAM-1, sowie das 
Ansprechen der Endothelzellen auf proinflammatorische Zytokinen in Co-Kulturen 
von Endothelzellen und glatten Muskelzellen im Vergleich zu Endothelzellen in 
Monokulturen signifikant erhöht sind (Rainger, Nash 2001). 
1.3.2. Die humane mikrovaskuläre Endothelzelllinie HMEC-1  
Ein Großteil der Erkenntnisse über Morphologie und Funktion des Endothels 
konnten im Rahmen von in vitro-Untersuchungen mit primären Endothelzellen 
gewonnen werden. Die Lebensdauer dieser Zellen ist jedoch eingeschränkt. Früher 
konnten aufgrund von Proliferationsstop und Zelluntergang lediglich bis zu zehn 
Passagen erreicht werden (Jaffe et al. 1973). Je nach Herkunft der untersuchten 
Endothelzellen ergeben sich zudem unterschiedlichste Eigenschaften der Zellen, 
die oft nicht miteinander vergleichbar sind (Watson et al. 1995). Aus diesem Grund 
wurden standardisierte Untersuchungsbedingungen gefordert, die auch eine 
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Reproduzierbarkeit von Ergebnissen ermöglichen. Dieses führte zur Entwicklung 
von Zelllinien mit langer Lebensdauer, stabilen Eigenschaften, Morphologie und 
Genexpression (Bouis et al. 2001). 
Ades und Kollegen etablierten die in dieser Dissertation eingesetzten HMEC-1 
Zellen. Sie stammen vom Endothel von Hautkapillaren und verfügen über die 
morphologischen, phänotypischen und funktionellen Eigenschaften von 
menschlichen mikrovaskulären Endothelzellen. HMEC-1 sind in der Lage LDL 
aufzunehmen, Bindungen mit Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten 
einzugehen (Ades et al. 1992), sowie Adhäsionsmoleküle, Antigene und 
Gerinnungsfaktoren zu exprimieren (Xu et al. 1994). Die Zellen wachsen als 
konfluenter Monolayer und zeigen auch nach zahlreichen Passagen stets stabile 
Eigenschaften (Bouis et al. 2001). 
1.3.3. Glatte Muskelzellen 
Glatte Muskelzellen sind begrenzt auf die Media, erfüllen strukturelle Aufgaben und 
sind maßgeblich am Erhalt des Gefäßtonus beteiligt. 
Bereits im frühen Stadium der Atherosklerose kommt es zu einer Änderung des 
Phänotyps mit Verlust der kontraktilen Eigenschaften und Zunahme von 
Vermehrung und Migration. Durch Einwanderung in die Intima kommt es zu einer 
Intimahyperplasie und Bildung von Bindegewebe; daneben setzen glatte 
Muskelzellen eine Vielzahl proinflammatorischen Substanzen (Rainger, Nash 2001), 
wie potente chemotaktische Faktoren für Leukozyten/Monozyten (Wang JM et al. 
1991), oder Endothelin-1 (Hahn et al. 1990) frei. Zudem induzieren sie die 
Expression von Monozytenadhäsionsmolekülen auf Endothelzellen (Dunon et al. 
1996) und können, die Adhäsion von Leukozyten außerordentlich potenzieren 
(Rainger, Nash 2001). 
1.3.4. Monozyten 
Monozyten sind maßgeblich an allen Stadien der Atherosklerose beteiligt. Sie 
werden nach Umwandlung in Makrophagen zur Aufnahme von Lipoproteinen 
befähigt, können Zytokine, Chemokine, Wachstumsfaktoren, hydrolytische Enzyme, 
Sauerstoffradikale oder Metalloproteinasen freisetzen (Browatzki et al. 2005). 
Aktivierte Monozyten nehmen auch Einfluss auf Thrombozyten-Endothel und 
Thrombozyten-Monozyten Wechselwirkungen. Ihre prothrombogene Aktivität 
resultiert auch aus der Fähigkeit, die endotheliale Bildung von 
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Gewebsthromboplastin und Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 zu stimulieren 
(Krikpatrick 1992). Durch Ausschüttung von proinflammatorischen Mediatoren wie 
Zytokine, Interferone, oder TNF-α können Monozyten zudem die Inflammation 
stimulieren (Hansson 1989; Ross 1999). 
Monozyten spielen auch im Rahmen von akuten vaskulären Ereignissen eine 
wichtige Rolle. Untersuchungen von Atheroskleroseplaques während eines akuten 
Koronarsyndroms zeigten eine hohe Anzahl aktivierter Makrophagen. Diese 
bewirken durch Freisetzung von Proteinasen einen Verdau der Kollagen- und 
Elastinbestandteile der fibrösen Kappe (Gallis et al. 1995). Zusätzlich zur 
Plaquedestabilisierung können aktivierte Makrophagen durch Ausschüttung von 
Gewebefaktoren die Gerinnungskaskade initiieren (Mackman 1996). 
1.3.5. Thrombozyten 
Thrombozyten haften an funktionsbeeinträchtigtem Endothel, an exponierten 
Kollagenfasern oder an Makrophagen. Nach ihrer Aktivierung tragen sie durch 
Ausschüttung von Zytokinen und Wachstumsfaktoren zu Migration und Proliferation 
von glatten Muskelzellen und Makrophagen bei (Bombeli, Schwartz, Harlan 1998). 
Ebenfalls freigesetzte Arachidonsäure kann entweder zu Prostaglandine, 
insbesondere Thromboxan A2, einem potenten Vasokonstriktor und 
Plättchenaktivator, oder zu proinflammatorischen Leukotriene transferiert werden. 
Aktivierte Thrombozyten akkumulieren an der Gefäßwand und können, 
insbesondere vermittelt über den Glykoprotein IIb/IIIa Rezeptor, zu einer 
Thrombusbildung mit resultierender Gefäßokklusion führen (Badimon et al. 1997). 
Durch Ausschüttung von ADP, ATP oder Serotonin können Thrombozyten jedoch 
auch die NO Freisetzung aus Endothelzellen bewirken und somit 
gegenregulatorische, vasoprotektive Mechanismen induzieren (Cohen et al. 1983). 
1.4. In der vorliegenden Arbeit analysierte Mediatoren der 
 Vasomotion 
1.4.1. Stickstoffmonoxid (NO) 
NO ist an einer Vielzahl von physiologischen und pathophysiologischen Vorgängen 
innerhalb des Kardiovaskulären-, Nerven-, und Immunsystem beteiligt. Es wird aus 
L-Arginin durch die Stickstoffmonoxid -Synthase (NOS) gebildet. Von Bedeutung 
sind zwei Isoformen der NOS: die endotheliale (konstitutive) und die induzierbare 
Form der NOS (Nakatsubo et al. 1998). Die induzierbare NOS wird von 
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Endothelzellen, glatten Muskelzellen, Makrophagen sowie Thrombozyten gebildet. 
Die Freisetzung kann durch Endotoxine oder proinflammatorische Zytokine, 
unterschiedlichste Hormone, Neurotransmitter, Thrombin oder Scherkräfte am 
Endothel induziert werden (Wright et al. 1992). 
Am intakten Endothel vermittelt NO über cGMP als Second-Messenger eine 
Vasodilatation, und wirkt hierbei als direkter Gegenspieler der Vasokonstriktoren 
Endothelin-1, Thromboxan und Serotonin (Drexler et al. 1992). Weitere wichtige 
protektive Funktionen sind die potente Inhibition der Proliferation glatter 
Muskelzellen (Garg, Hassid 1989) und der Adhäsion von Monozyten am Endothel 
(Bath et al. 1991), sowie die Inaktivierung von Hyperoxidradikalen (Rubanyi, 
Vanhoutte 1986). Durch Hemmung der Adhäsion und Aggregation von 
Thrombozyten am Endothel verfügt NO zudem über antithrombogene 
Eigenschaften (Steuernagel, Schmitz 1995). 
Zahlreiche Studien konnten belegen, dass die Endotheldysfunktion mit einer 
reduzierten NO-Bioverfügbarkeit assoziiert ist (Flavahan 1992). Somit muss der 
reduzierten NO Bildung eine bedeutende Rolle in der Entstehung und Progression 
der Atherosklerose postuliert werden. 
Drexler und Kollegen beobachteten eine verminderte Fähigkeit der 
endothelvermittelten Vasodilatation bei Patienten mit einer fortgeschrittenen KHK 
unter körperlicher Belastung oder mentalem Stress, resultierend in einer verstärkten 
Vasokonstriktion im Vergleich zu einem gesunden Endothel (Drexler et al. 1989). 
Auch Lerman und Kollegen dokumentierten gleichzeitig erhöhte Endothelin-Spiegel 
und reduziertes NO im Blut von Patienten mit KHK (Lerman et al. 1991) und 
Wieczorek und Mitarbeiter bei Patienten mit einem akuten Koronarsyndrom 
(Wieczorek et al. 1994). 
1.4.2. Endothelin-1 (ET-1) 
Endothelin-1 nimmt sowohl in der Atheroskleroseentstehung als auch innerhalb 
akuter vaskulärer Ereignisse eine Schlüsselrolle ein. 
Es wird mittels Proteolyse aus einer aus 39 Aminosäuren bestehenden Vorstufe 
insbesondere in Endothelzellen, Makrophagen, oder glatte Muskelzellen gebildet 
(Arendt et al. 1993); die ET-1 Wirkung wird vornehmlich über Bindung an den 
Endothelin-A Rezeptor vermittelt (Miller et al. 1989; Lerman et al. 1990). 
Zu den Faktoren, die die Endothelinexpression fördern, sind Thrombin, 
Wachstumsfaktoren, IL-1, Adrenalin, Angiotensin II, Vasopressin und Calcium zu 
nennen (Yanagisawa et al. 1988). Unter physiologischen Bedingungen werden nur 
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geringe Menge Endothelin-1 gebildet (Lüscher et al. 1992). Mit steigendem Alter 
nimmt die Endothelin-1 Produktion zu (Miyauchi et al. 1989). 
In hoher Konzentration bewirkt ET-1 die stärkste endogene Vasokonstriktion, es 
steigert zudem die Empfindlichkeit der Gefäßmuskulatur gegenüber weiteren 
Vasokonstriktoren, wie Katecholamine, AT-II oder Serotonin (Yang et al. 1990; 
Merkel et al. 1992). Desweiteren vermittelt ET-1 mitosefördende Eigenschaften an 
glatte Muskelzellen und Endothelzellen (Hirata et al. 1989). 
Eine pathophysiologische Bedeutung wird dem ET-1 im Rahmen von 
Herzinsuffizienz, KHK und Myokardinfarkt zugeschrieben, so gehen alle 
Krankheitsbilder mit erhöhtem Plasmaspiegel einher (Steward et al. 1992; Lerman 
et al. 1992; Wieczorek et al. 1994; Lam et al. 1991). Auch entzündete 
Atheroskleroseplaques weisen vermehrt ET-1 auf (Zeiher et al. 1995). Gefäße von 
Patienten mit Hypercholesterinämie und Diabetes mellitus scheinen zudem 
empfindlicher auf Endothelin zu reagieren (Ihling 1998). 
ET-1 vermindert nachweislich die cGMP-Bildung in vitro und reduziert damit die NO-
vermittelte Vasodilatation (Vigne et al. 1993), und stimuliert die Expression von pro-
inflammatorischen Zytokinen, wie TNF-α, Interferonen oder Interleukin (Finsnes et 
al. 2001; Browatzki et al. 2000). Desweiteren moduliert ET-1 die 
Leukozytenadhäsion an Endothelzellen (Helset et al. 1994), induziert die Bildung 
von Oberflächenproteinen für Zell-Zell Kontakte auf Monozyten (Browatzki et al. 
2005) und stimuliert die Kollagensynthese in Fibroblasten (Rizvi et al. 1996). Zudem 
ist ET-1 ein potenter Aktivator der Angiogenese (Grant et al. 2003). In 
Tierversuchen mit Mäusen konnte nachgewiesen werden, dass die Behandlung mit 
einem Endothelin-Rezeptor-Antagonisten zu einer signifikant geringeren 
Entwicklung von Atherosklerose führen kann (Barton et al. 1998). 
1.5. In der vorliegenden Arbeit analysierte Stresshormone  
1.5.1. Beta-Endorphin 
Beta-Endorphin ist ein endogenes Opioid und wird aus der Vorstufe 
Proopiomelanocortin gebildet. Bildungsorte sind Hypothalamus, Hypophyse, 
Endothelzellen, sowie Zellen des Immunsystems (Battiestella et al. 1996). Die Beta-
Endorphin Effekte werden vor allem über µ-Opioid Rezeptoren (Wang X et al. 2006) 
vermittelt. Das Hormon besitzt darüberhinaus eine Affinität zu δ und κ Rezeptoren. 
Die Beta-Endorphin-Ausschüttung unterliegt der Kontrolle zahlreicher 
Neurotransmitter; so wird z.B. eine Stimulation durch das serotinerge System und 
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eine Hemmung durch das dopaminerge System oder über GABA-Rezeptoren 
induziert (Sacerdote et al. 1987). Erhöhte Werte im peripheren Blut werden auch im 
Rahmen von psychosozialem Stress gemessen (Dantzer et al. 1989), wohingegen 
erniedrigte Plasmaspiegel bei Patienten mit Kopfschmerzen, Migräne und Rheuma 
nachweisbar sind (Battistella et al. 1996). 
Das Hormon ist ein bedeutender Regulator innerhalb des Nerven-, Endokrinen-, 
Kardiovaskulären-, und Schmerzsystems, und übt auch modulatorische Effekte 
innerhalb von Inflammationsprozessen aus (Wiedermann et al. 1992). So stimuliert 
es Leukozyten zur Produktion und Ausschüttung von Sauerstoffradikalen (Sharp et 
al. 1987), wirkt chemotaktisch auf Leukozyten und fördert signifikant deren 
transendotheliale Migration (Wiedermann et al. 1994). Es induziert die Expression 
von Adhäsionsmolekülen und Rezeptoren für Komplementfaktoren auf der 
Oberfläche von Granulozyten und ist beteiligt an deren Migration, Aggregation, 
Adhäsion, sowie an der Aktivierung der Phagozytose (Menzebach et al. 2003). 
Faletti und Kollegen gelang der Nachweis, dass Beta-End, vermittelt über µ-
Rezeptoren, die NO Ausschüttung im Hypothalamus über eine Hemmung der NO-
Synthase Aktivität reduzieren kann, Effekte, die unter der Gabe des µ-Rezeptor-
Blockers Naloxon aufgehoben wurden (Falleti et al. 1999). 
1.5.2. Corticotropin-releasing-Hormon (CRH) 
CRH ist das wichtigste Stresshormon der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-
Achse (HPA-Achse) mit erhöhten Plasma- und Liquorspiegel bei Stressinduktion 
(Claes 2004). Es ist verantwortlich für die Koordination der neuroendokrinen und 
autonomen Reaktionen im Rahmen einer Stresseinwirkung auf den Organismus 
(Vale et al. 1981). Die CRH Bildung erfolgt sowohl innerhalb des zentralen 
Nervensystems, als auch in der Peripherie, z.B. in Endothelien, Myokard, 
entzündetem Gewebe, oder Immunzellen (Harbuz, et al. 1992; Cantarella et al. 
2001; Baker et al. 2003). 
Über ACTH bewirkt CRH die Bildung von Kortisol in der Nebenniere. Daneben 
verstärkt das Stresshormon inflammatorische Prozesse, einerseits durch 
Mobilisation und Aktivierung von Endzündungszellen (Hansson et al. 2005), 
andererseits durch Induktion der Produktion von proinflammatorischen Zytokinen 
aus Immunzellen (Agelaki et al. 2002). Aus Tierversuchen ist bekannt, dass Ratten 
mit lokaler Inflammation hohe CRH-Werte am Endzündungsort aufwiesen, während 
systemisch Normwerte festgestellt wurden. Die lokale Applikation von CRH-
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Antiserum führte zu einer signifikanten Besserung der Endzündung (Karalis et al. 
1991). 
Einen Zusammenhang zwischen CRH und Endothelin zeigten in-vitro 
Untersuchungen mit humanen Endothelzellen, die nach Stimulation mit CRH im 
Vergleich zu den Kontrollzellen, signifikant höhere Mengen Endothelin 
synthetisierten. Die Effekte konnten durch den CRH-Rezeptor Antagonisten 
Astressin antagonisiert werden. Bestätigt wurden die Ergebnisse durch den 
Nachweis des CRH-Rezeptor Subtyps R2 (Wilbert-Lampen, Trapp et al. 2006). 
Umgekehrt konnte eine signifikante Zunahme der CRH-Ausschüttung unter 
systemisch appliziertem Endothelin festgestellt werden (Malendowicz et al. 1998). 
CRH übt zudem einen Einfluss auf Monozyten durch Steigerung ihrer Aktivität und 
Mobilität (Genedani et al. 1992), sowie auf deren Zytokinenproduktion (Angioni et al. 
1993). Die Zugabe von CRH in Zellkulturen steigerte signifikant die Adhäsion von 
humanen Monozyten an Endothelzellen, am ehesten vermittelt durch eine CRH-
induzierte Stimulation der monozytären MAC-1 Expression (Wilbert-Lampen, 
Straube et al. 2006). Eine Steigerung der MAC-1 Expression, gekoppelt mit 
vermehrter Chemotaxis von Monozyten in Zusammenhang mit psychischem Stress, 
konnte auch innerhalb von klinischen Studien bestätigt werden (Mills et al. 1996; 
Redwine et al. 2003). 
Die Stimulation von Monozyten mit CRH führte auch zu einem signifikanten Anstieg 
der Endothelin-Synthese, während die NO-Ausschüttung reduziert wurde. Beide 
Effekte waren durch den CRH-Rezeptor-Antagonisten Astressin antagonisierbar. 
Der Nachweis der monozytären CRH-Rezeptoren R1 und R2 komplettierte die 
Versuche (Wilbert-Lampen, Straube et al. 2006). 
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2. Zielsetzung 
Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, mögliche direkte Effekte des Stresshormons 
Beta-Endorphin auf die Endothel- und Monozytenfunktion zu untersuchen, wobei 
beispielhaft die Vasomotion mit den wichtigen Vertretern Endothelin-1 als 
Vasokonstriktor und Stickstoffmonoxid als Vasodilatator gewählt wurde. Zudem 
sollte geklärt werden, ob CRH die periphere monozytäre Beta-Endorphin-Bildung  
beeinflussen kann, als Hinweis einer möglichen Interaktion beider 
Stresshormonsysteme. 
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3. Material und Methoden 
3.1. Reagenzien 
Bachem, Weil am Rhein, Deutschland:  Beta-Endorphin 
 
Biozym, über Biotrend Chemicals, Köln:  humanes CRH 
 
Sigma-Aldrich, Deutschland:  BSA, Chloroform, DMSO, Ethanol, PBS, 
 Gentamycin, Epidermal Growth Factor,  
 Hydrocortison, Isopropanol, LPS,   
 Glutamin, Methanol, Trypsin, Penicillin, 
 Nalaxonhydrochlorid, Streptomycin 
 
Biochrom Seromed, Berlin:   Tryptanblau 
 
CCpro, Deutschland:    MCDB 131 mit/ohne Phenolrot, FCS 
 
Biochrom, Deutschland:   RPMI 1640-Medium 
 
Axxora GmbH:  CD-14 Antikörper, CD-14-PE,Isotypkontrolle,
 L-NAME 
 
Beckman Coulter, Deutschland:  DAF-2 DA  
3.2. PCR  
Agarose: Cambrex Bio Science, Rockland, USA 
 
Beta-End Primer Forward und Reward: Thermohybaid, Ulm, Deutschland 
 
DNA Free: Ambion Europe, England 
 
DNA-Taq Polymerase: Fermentas, Deutschland 
 
dNTP, DTT, Random Primer, RNAse out Recombinant Ribonuclease Inhibitor Mix: 
Invitrogen, Merelbeke, Belgien 
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Elektrophoreseauftragspuffer (6x Loading Dye Solution): Fermentas, Deutschland 
 
Ethidiumbromid: Merck, Darmstadt, Deutschland 
 
Formadinauftragspuffer: Fermentas, Deutschland 
 
Primer 1 CRFR 2 Forward, Primer 2 CRFR 2 Reward: Thermohybaid, Ulm, 
Deutschland 
 
Reverse Transkriptase: Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland 
 
SDS Wasser: Sigma-Aldrich, München, Deutschland 
 
Sequenzanalyse bei Firma Medigenomix GmbH, Martinsried, Deutschland 
 
TBE Puffer: Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 
TRIzol-reagenz: Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland 
3.3. KIT’s 
DNase Kit: Ambion, Frankfurt, Deutschland 
 
Endothelin ELISA: Assay Design über Biotrend Chemicals, Köln, Deutschland 
 
Humanes Beta-Endorphin ELISA: Bachem, Weil am Rhein, Deutschland 
 
Monozytenisolation Kit: Dynal Biotech GmbH, über Invitrogen, Karlsruhe, 
Deutschland  
 
RT Kit: Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland 
 
Superscript TM II Kit: Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
3.4. Materialien  
1 ml Kryotubes: TPP, Trasadingen, Schweiz 
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15 ml, 50 ml Röhrchen: Falcon; Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA 
 
C 18/200 mg Extraktion-Säulen: Macherey-Nagel, Düren, Deutschland 
 
Mikrotiter 96 Well flat bottom: Corning Costar, Schiphol-Rijk, Holland  
 
Pipettenspitzen: Gilson, Middleton, USA 
 
Zellkulturflaschen: Nalge Nunc Int., Roskilde, Dänemark Geräte  
 
Autoklav: Autoklav Typ 26, Firma Melag, Berlin, Deutschland 
 
Backautomat: Memmert, Schwabach, Deutschland 
 
Elektrophorese: Sub-Cell GT: Bio-Rad, München, Deutschland 
 
Geldokumentationsystem:  Bio-Rad Gel Doc 2000 
 
Analysis-Software: Quantity One 4.1.1, München, Deutschland 
 
Lichtmikroskop: Axiovert 25, Firma Zeiss, Jena, Deutschland 
 
Multiplate-Reader: GENios, XFlour4-Software: TECAN, Crailsheim, Deutschland 
 
PCR Cycler: DNA Engine Dyad Cycler: BioRad, USA 
 
Photometer: Bio-Photometer:  Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
 




3.5. Zellkultur HMEC-1 
3.5.1. MCDB Zellmedium für HMEC-1 Zellen 
Das HMEC-1 Zellmedium enthielt folgende Zielkonzentrationen, aufgelöst in MCDB 
131 Nährmedium: 10% FCS (fetales Kälbermedium), 2 mM L-Glutamin, 10 ng/ml 
humanes Epidermal Growth Factor, 1 µg/ml Hydrocortison, sowie 2 mg/ml 
Gentamycin. 
3.5.2. Kultivierung der HMEC-1 Zellen 
Die Zellen wurden in 1ml Kryotubes zu je 1 Million Zellen pro Milliliter in 10% DMSO 
bei -180°C tiefgefroren und aufbewahrt. 
Zur Kultivierung wurden 10 ml der im Wasserbad aufgetauten Zellen entnommen, in 
75 ml-Zellkulturflaschen überführt und in den Brutschrank gestellt. Nach 24 h 
erfolgte der erste Mediumwechsel, die weiteren je nach Zelldichte, nach etwa 48 bis 
72 h. 
Das Splitten der Zellen erfolgte in Abhängigkeit der vorliegenden Zelldichte. Sind die 
ausgesäten Zellen soweit proliferiert, dass sie die Bodenfläche nahezu vollständig 
einnehmen, wird der Zellrasen als konfluent bezeichnet. In diesem Stadium wurden 
die Zellen abgelöst und in eine neue Zellkulturflasche für weitere Passagen 
überführt, bzw. in den gewünschten Versuchsansätzen eingesetzt. Frisch 
aufgetaute Zellen wurden in drei bis vier Passagen kultiviert, bevor sie Verwendung 
in den Versuchsansätzen fanden. 
Zunächst erfolgte das Absaugen des MCDB-Mediums, einschließlich Schwebstoffe, 
oder avitale Zellen. Durch anschließendes Spülen mit 10 ml PBS wurden Reste des 
serumhaltigen Mediums eliminiert, um die Funktion des im nachfolgenden Schritt 
verwendeten Enzyms Trypsin zu gewährleisten. Es folgte die Gabe von 3 ml 
Trypsin/EDTA-Lösung. Während einer 2 bis 3- minütigen Inkubation im Brutschrank 
lösten sich die adhärenten Zellen ab. Die definitive Einwirkzeit wurde unter 
lichtmikroskopischer Kontrolle des Ablösevorgangs festgelegt. Zum Stoppen des 
Ablösevorgangs wurde MCDB-Medium auf die gesamte Zellsuspension gegeben, 
diese wurde anschließend in einem 50 ml-Röhrchen überführt und bei 1200 - 1400 
U/min 10 min zentrifugiert. Nach vorsichtigem Absaugen des Überstandes blieb das 
aus HMEC-1 bestehende Pellet übrig, das im Anschluss im MCDB-Medium 
resuspendiert wurde. 15 µl der Zellsuspension wurden mit 15 µl Tryptanblau 
verdünnt, und eine Zellzahlbestimmug in einer Neubauer Zählkammer 
vorgenommen. 
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Unbenötigte Zellen wurden in 10 % DMSO bei -180°C t iefgefroren. Dazu wurden die 
Zellen in 10% DMSO (Dimethylsulfoxid) in Kryotubes aliquotiert, mit einer 
Gesamtzahl von 1 Million Zellen pro Milliliter. Die Zellen wurden zunächst über 
Nacht bei -80°C in einem mit Alkohol gefühlten Free zing Container gelagert, 
anschließend in flüssigen Stickstoff bei -180°C übe rführt. 
3.5.3. Stimulation der HMEC-1 mit Beta-End für NO und ET-1 Messung 
Je 15.000 Zellen wurden pro Well in 100 µl MCDB-1 Medium in schwarzen 96er 
Well Platten und jeweils im Doppel in transparenten 96er Well Platten zur 
Sichtkontrolle überführt. Die weitere Behandlung der HMEC-1 richtete sich 
ausgehend von der Beurteilung der Zellen in den transparenten Platten. Aufgrund 
der identischen Behandlung beider Platten ist davon auszugehen, dass sich die 
Zellen in den schwarzen Platten konform den Zellen in den transparenten Platten 
verhalten. Nach 72 bis 96 h Inkubation im Brutschrank waren die Zellen 
ausreichend dicht gewachsen, und somit bereit für die Stimulation. 
Die Simulation der HMEC-1-Zellen erfolgte in 1% MCDB Medium (FCS Anteil: 1%), 
um eine weitere Vermehrung während der Stimulation zu verhindern. 
Eine Stunde vor dem Versuchsansatz erfolgte ein Mediumwechsel, sowohl in den 
schwarzen, als auch in den transparenten 96 Well Platten. Das 10%-ige MCDB 
Medium wurde vorsichtig mit der Eppendorf Pipette entfernt, ein einmaliges 
Waschen der Wells mit je 100 µl 1%-igem MCDB Medium ermöglichte das 
Entfernen von avitalen und dadurch nicht mehr adhärenten Zellen. Nach 
anschließender Gabe von 100 µl des 1%-igen MCDB Mediums pro Well wurden die 
Platten für eine Stunde in den Brutschrank gestellt. 
Das 1%-Medium wurde anschließend entfernt, und je 100 µl pro Well der 
vorbereiteten Versuchskonzentrationen von Beta-Endorphin, ebenfalls in 1% MCDB 
aufgelöst, der unstimulierten Kontrolllösung, und der Negativ- und Positiv-Kontrolle 
hinzugegeben. 
Als Positiv-Kontrolle für die NO Messung wurde LPS in einer Konzentration von 
1µg/ml in 1% MCDB Medium verwendet. 
Als Negativ-Kontrolle für die Endothelin-Bestimmung wurde der µ1-Rezeptor-
Antagonist Nalaxon eingesetzt. 
Sämtliche Reagenzien wurden, sowohl in den 96er Well Platte als auch jeweils im 
Doppel in der transparenteren 96er Well Platte, als Sichtkontrolle eingesetzt. 
Nach Ablauf der gewünschten Inkubation wurden in zwei unabhängigen Schritten 
einerseits NO, andererseits Endothelin bestimmt.  
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3.5.4. ET-1 Bestimmung nach Stimulation der HMEC mit Beta-End 
Die Endothelinbestimmung mittels ELISA erfolgte aus dem Zellkulturüberstand der 
HMEC-1-Zellen. Der Überstand der einzelnen Wells wurde in je ein Eppendorf-
Gefäß übertragen, bei 1200 - 1400 U/min, 5 min zentrifugiert und der hierbei 
entstandene Überstand bei -80°C bis zur Messung kon serviert. 
Die Proben wurden mit einer Verdünnung von 1:4 in den Endothelin-1 ELISA 
eingesetzt. 
Das Ansetzen der Proben und der Standardkurve, sowie die anschließende 
Auswertung im Multiplate-Reader mit einem Filter der Wellenlänge von 450 nm mit 
Korrektur gegen 570 und 590 nm erfolgte nach Anleitung des Herstellers. 
3.5.5.  NO Bestimmung nach Stimulation der HMEC-1 mit Beta-End 
Die Bestimmung von Stickstoffmonooxid erfolgte mittels der DAF-2-DA Methode, 
entsprechend der von Kojima 1998 veröffentlichten Vorschrift (Kojima et al. 1998). 
Die Konzentration des gebildeten NO konnte im Multiplate-Reader gemessen 
werden. 
3.6. Nachweis von Beta-End-Rezeptoren auf HMEC-1-Zellen 
Der Nachweis von Beta-Endorphin-Rezeptoren auf den HMEC 1-Zellen wurde 
mittels PCR-Analyse erbracht. Als Positiv-Kontrolle wurde menschliches 
Hirngewebe eingesetzt. 
3.6.1. RNA-Gewinnung 
Der erste Arbeitsschritt bestand darin, Arbeitsplatten, Pipetten und alle eingesetzten 
Gebrauchsmaterialien mit verdünnten SDS Wasser vorsichtig zu reinigen. SDS 
Wasser wurde in autoklavierten Spritzflaschen aus Sodiumdodecylsulfat (SDS 
Pulver) und zweifach destilliertem Wasser hergestellt. Das RNA Wasser bestand 
aus zweifach destilliertem Wasser, welches in vorab bei 220 - 240 °C gebacken 
Glasgefäßen autoklaviert wurde. 
Eingesetzte Eppendorf-Röhrchen und Pipetten wurden jeweils aus frischen, 
ungeöffneten Packungen in vorher gebackene Glasgefäße übertragen und 
autoklaviert. Chloroform, Isopropanol und Ethanol stammten aus Behältnissen, die 
nur für RNA-Gewinnung benutzt wurden. Das Arbeiten mit Trizol erfolgte unter dem 
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Abzug. Während sämtlicher Arbeitsschritte der RNA-Gewinnung wurden spezielle 
Schutzhandschuhe getragen. 
 
Nach Entfernen des MCDB-Mediums wurden 2,5 ml Trizol in den 25 cm2-Flaschen 
gegeben, anschließend 1,25 ml Trizol/Zell-Suspension in je ein RNA Eppendorf-
Gefäß überführt, und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. 0,250 ml Chloroform 
wurde zum Ansatz pipettiert und nach 2 min Inkubation bei Raumtemperatur, 15 min 
bei 4° C mit 15.500 U zentrifugiert. Die wässrige P hase (beinhaltet die RNA) wurde 
in neues Gefäß überführt, 0.625 ml Isopropanol hinzugegeben, 10 min bei 
Raumtemperatur inkubiert, und für 10 min bei 4°C mi t 10.500 U zentrifugiert. Der 
Überstand wurde verworfen; zum Pellet wurden 1,25 ml 75% Ethanol pipettiert und 
5 min bei 4°C mit 8400 RPM zentrifugiert. Der Übers tand wurde verworfen und das 
Pellet für die Dauer von 10 bis 15 min auf ein Löschpapier zum Trocknen gelegt 
(hierfür wurde das Gefäß auf den Kopf gestellt). Das Auflösen des Pellets erfolgte 
nach Zugabe von 20 µl autoklaviertem RNA-Wasser und 10-minutiger Inkubation 
bei 60°C. 
3.6.2. DNase-Verdau 
Aus der gewonnenen RNA wurden in diesem Schritt unter Befolgung der Anleitung 
des eingesetzten Kits mögliche Verunreinigungen mit DNA entfernt. Vorab erfolgte 
eine 15–minutige UV-Licht Bestrahlung sämtlicher eingesetzten Arbeitsmittel. 
Das RNA/DNA-Gemisch wurde mit den mitgelieferten 10 x DNase-Puffer in 0,1 
Volumenanteile des Endvolumens, sowie mit 1 µl DNase zusammengeführt. 
Üblicherweise wurden je 20 µl RNA/DNA-Gemisch mit 2,3 µl 10 x DNase-Puffer und 
1 µl DNase zu einem Endvolumen von 23,6 µl eingesetzt. Nach vorsichtigem 
Mischen erfolgte eine 20 bis 30-minutige Inkubation im Heizblock bei 37°C, im 
Anschluss die Gabe von 0,1 Volumenanteilen des Endvolumens des DNase-
Inaktivierungsreagenz. Wiederum nach vorsichtigem Mischen und einer 2-minutiger 
Inkubation bei Raumtemperatur folgte die Zentrifugation der Probe bei 10.000 G für 
die Dauer von 2 min. Der die RNA enthaltende Überstand wurde abgenommen, und 
bis zur weiteren Verarbeitung auf Eis aufbewahrt. 
Die Kontrolle der Reinheit des Gemisches und die Berechnung des RNA-Gehaltes 
erfolgten mittels Bestimmung der optischen Dichte im Photometer nach 
vorangegangener Kalibrierung des Photometers mit RNA-freiem Wasser. Hierzu 
wurde eine Lösung, bestehend aus 2% gewonnenes RNA-Gemisch in RNA-freiem 
Wasser eingesetzt. Die Berechnung erfolgte nach folgender Formel: Optische 
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Dichte bei 260 nm x 40 x Verdünnungsfaktor = Gesamtmenge in µg/ml. Weiterhin 
wurden die optischen Dichten bei 230 und 280 mitbestimmt, sowie der Quotient: OD 
260 / OD 280. 
3.6.3. RNA-Testgel 
Die Kontrolle der gewonnen RNA erfolgte mittels Elektrophorese. 
Das Kontrollgel bestand aus 0,4 g Agarose und 40 ml TBE Puffer. Nach Aufkochen 
beider Substanzen wurden 0,3 µl Ethidiumbromid hinzugefügt und das Gel 
gegossen. Während der Abkühlung des Gels konnten die Proben vorbereitet 
werden. Je Probe wurden 500 ng RNA, 4 µl RNA Wasser und 4 µl 
Formadinauftragspuffer hinzugefügt. Nach Auftragen der Proben auf das Gel konnte 
die Elektrophorese bei 90 V gestartet werden. Die dabei entstandenen Banden 
wurden unter UV-Licht fotografiert. 
3.6.4. Herstellung der cDNA 
Die Synthese der cDNA erfolgte mit dem Superscript TM II. Sämtliche 
Arbeitsschritte fanden unter der Flow statt, die eingesetzten Substanzen waren auf 
Eis gekühlt, eingesetzt wurden ausschließlich PCR geeignete Materialen. 
Beginnend mit der Zusammengabe von 1 µl Random Primer (200 ng/µl), 2 µg RNA 
und 0,5 µl dNTP Mix (20 mM), wurde auf ein Gesamtvolumen von 12 µl mit Wasser 
ad injectabile aufgefüllt. Während der anschließenden Überführung des Gemisches 
im PCR Cycler für die Dauer von 5 min bei 65°C fand  die Bindung des Primers an 
die RNA statt. Anschließend wurde das Gemisch auf Eis gestellt und folgende 
Reagenzien dazugegeben: 4 µl First Strand Buffer, 2 µl DTT (0,1 M), 1 µl RNAse 
out Recombinant Ribonuclease Inhibitor (40 U/µl) und 1 µl Super Script (200 units). 
In der anschließenden Inkubation im PCR Cycler für 10 min bei 25°C, gefolgt von 50 
min bei 42 °C und von 15 min bei 70°C, konnte die g ewünschte cDNA synthetisiert 
werden. Im Anschluss folgte die Amplifikation. 
3.6.5. PCR-Analyse 
Auch hier erfolgten ebenfalls sämtliche Arbeitsschritte unter sterilen Bedingungen 
unter der Flow. Eingesetzte Materialien wie Pipettenspitzen, Pipetten, etc. wurden 
davor mindestens 15 min unter UV-Licht bestrahlt. Verwendet wurde das Kit Tag 
Fermentas with (NH4)2SO4, die Beta-End Primer Fn und Rn mit ca. 850 
Basenpaaren, sowie destilliertes Wasser. 
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Der Mastermix enthielt je Probe 17,6 µl Wasser ad injectabile, 3 µl 10x-PCR-Puffer, 
2,4 µl MgCl2 2mM, 1,2 µl dNTP 400µM, 0,3 µl Primer 1 CRFR 2 Forward 200 nM, 
0,3 µl Primer 2 CRFR 2 Reward 200 nM, 0,2 µl Taq Polymerase 1 U/µl, sowie 5 µl 
Template. Je 25 µl Mastermix wurden mit 5 µl cDNA, bzw. mit 5 µl Aqua zweifach 
destilliert als Kontrolle versetzt, und in den Cycler gegeben. Die Amplifikation 
erfolgte nach folgendem Schema: Erhitzen auf 95°C f ür 3 min, anschließend 40 
Sekunden bei 94°C. Dieser Schritt führte zur Denatu rierung. Die Primeranlagerung 
erfolgte in insgesamt 25 Zyklen bei 64°C von je 60 Sekunden Dauer, die Elongation 
bei 72°C nach 90 Sekunden. Beendet wurde das Progra mm mit 2 min bei 72°C. Je 
nach weiterem Vorgehen wurden die Proben entweder bei -20°C konserviert, oder 
im Falle der Weiterbearbeitung, bis zur Gel-Fertigstellung auf Eis gelagert. 
Die PCR-Proben wurden in einem 1,7% Agarose-Gel eingesetzt, bestehend aus 
0,68 g Agarose und 40 ml 1 x TBE-Puffer. Nach Aufkochen und Abkühlen folgte die 
Zugabe von 0,5 µl Ethidiumbromid, anschließend konnte das Gel in die Gelkammer 
gegossen werden, und 30 min abkühlen. Es folgte das Auftragen des PCR-
Produktes, bestehend aus je 10 µl Probe und 10 µl Formamidauftragspuffer, neben 
1 µl Marker für eine DNA-Länge von 100 Basenpaaren, versetzt mit 4 µl Wasser 
und 5 µl Formamidauftragspuffer, sowie einer Positiv- und einer Negativ-Kontrolle. 
Die Auftrennung erfolgte bei 90 V für die Dauer von ca. 40 min. Anschließend 
wurden die Banden unter UV Licht fotografiert. 
3.7. Humane primäre Monozyten 
3.7.1. Gewinnung der Monozyten  
Menschliche primäre Monozyten wurden durch negative Isolierung aus 
mononukleären Zellen (PBMC) aus peripher venösem Blut von gesunden 
Probanden mittels Dichtegradientenzentrifugation isoliert. Hierzu wurde das Blut 
nach Abnahme in mit Heparin besetzten Gefäßen mit gleichen Teilen einer 
vorgefertigten Lösung („Lymphoprep“) versetzt und bei 840 G für die Dauer von 40 
min zentrifugiert. 
Die weiße PBMC Schicht wurde im Anschluss mit einer Pipette abgezogen, in ein 
frisches 50 ml-Röhrchen übertragen, mit RPMI-Medium aufgefüllt und für 10 min bei 
600 G zentrifugiert. Das Pellet wurde im weiteren Verlauf insgesamt dreimal mit 
RPMI gewaschen, und nach der letzten Zentrifugation in PBS-Puffer resuspendiert. 
Mittels Tryptanblau-Färbung konnte die Zellzahl der gewonnen PBMC Fraktion 
bestimmt werden. 
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Zur Monozytenisolation aus den gewonnen PBMC wurde ein Kit der Firma Dynal 
Biotech GmbH eingesetzt, die einzelnen Arbeitsschritte entsprachen hierbei den 
Herstellerangaben. 
Nach Waschen der Zellen mit dem Puffer I (PBS ohne Calcium und Magnesium, mit 
0,1% BSA und 2 mM EDTA) und anschließender Zentrifugation, wurde das Pellet 
mit gleichen Teilen einer Blocking-Reagenz und eines Antikörper-Mix gegen 
sämtliche Zellen der Suspension, außer den Monozyten, versehen, und für die 
Dauer von 15 min bei 4°C inkubiert. Nach weiterer G abe von 1 ml Puffer I wurden 
die Zellen 8 min mit 500 G bei 4°C zentrifugiert. 
Auf dem verbliebenem Pellet wurden 0,9 ml Puffer I und 100 µl Dynabeads gegeben 
und für 15 min bei 4°C inkubiert. Nach weiterer Gab e von 1 ml Puffer I und 
vorsichtiger Resuspension wurde die Zellsuspension in einem Röhrchen auf einen 
Magnetständer übertragen und für 2 min dem Magnetfeld ausgesetzt.  
Die Dynabeads gingen hierbei eine Bindung mit Antikörper ein, und hafteten, vom 
Magneten angezogen, am Röhrchen, so dass der Überstand die freien, 
ungebundenen Monozyten enthielt, während die restlichen Zellen der Suspension 
aufgrund ihrer Bindung mit den Antikörpern, ebenfalls am Röhrchen haften blieben. 
Der Überstand wurde in neues Eppendorf-Gefäß übertagen und 5 min mit 350 G bei 
4°C zentrifugiert, das Pellet mit den gewonnen Mono zyten anschließend in RPMI- 
Medium mit 10% FCS und 2mM L-Glutamin resuspendiert. 
3.7.2. Durchflusszytometrische Analyse der gewonnen Monozyten 
Da primäre Monozyten CD14 Antigene exprimieren, konnte die Reinheit der 
isolierten Zellen durch den Nachweis der CD14 Expression mittels 
Durchflusszytometrie überprüft werden. 
Hierzu wurden die Zellen in PBS mit Calcium, Magnesium und 1% BSA zweimal 
gewaschen, im Anschluss 5 min mit 300 G bei 4°C zen trifugiert, und wiederum in 
PBS mit Calcium, Magnesium und 1% BSA resuspendiert. Je 100.000 Zellen 
wurden mit 15 µl CD-14 Antikörper versetzt und für die Dauer von 35 min auf Eis 
inkubiert. 
Im Anschluss erfolgte nach weiterer Gabe von 1 ml eiskaltem PBS mit Calcium, 
Magnesium und 1% BSA eine 7-minütige Zentrifugation mit 300 G bei 4°C. Nach 
zweimaligem Waschen der gewonnenen Pellets mit PBS mit Calcium, Magnesium 
und 1% BSA, wurden die Zellsuspension sowie die Isotypenkontrollen der 
durchflusszytometrischen Untersuchung zugeführt. 
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Im Folgenden wurden nur Zellpopulationen eingesetzt, die einen Anteil von mehr als 
75% CD14-positiven Zellen aufwiesen.  
Da die primären Monozyten im Anschluss an deren Isolierung umgehend 
weiterverarbeitet wurden, war eine Zellkultur für diese nicht erforderlich. 
3.7.3. Stimulation der  Monozyten mit Beta-End für NO und ET-1 Messung 
Primäre Monozyten wurden analog zu den HMEC-1-Zellen mit Beta-Endorphin 
stimuliert, um die Effekte des Stresshormons auf die monozytäre NO und Enothelin-
1 Freisetzung zu untersuchen.  
Hierzu wurden die Zellen in 96 Well Platten überführt, die Zellzahl pro Well betrug 
50.000. Beta-Endorphin, gelöst in 100 µl 1% RPMI-Medium mit einer Konzentration 
von 10-7 und 10-9mol/l, wurde zu den Zellen hinzugegeben, und für 2, 4 und 24 h 
inkubiert. 
Als Negativkontrolle für die Endothelin-1 Messung diente der selektive µ-1 Rezeptor 
Antagonist Nalaxon, als Negativkontrolle der NO-Messung L-NAME 10-3 M, das die 
NO-Bildung in den Monozyten hemmt (Kojima, et al. 1998). Die Kontrollzellen 
wurden lediglich mit reinem 1% RPMI Medium versetzt.  
Nach Ende der Inkubation wurden die Zellsuspensionen bei 4°C für die Dauer von 8 
min mit 500 G zentrifugiert, im Überstand erfolgte die Endothelin-1 Bestimmung 
mittels ELISA nach Vorschrift des Herstellers. Das Pellet wurde in einem DAF-2-
DA/KRP- Gemisch, mit einer DAF-2-DA Konzentration von 10 µM resuspendiert, 
und der NO Messung mittels Immunfluoreszenz, entsprechend der von Kojima 1998 
veröffentlichten Vorschrift (Kojima et al. 1998) zugeführt. 
Der Nachweis des µ-1 Opioid-Rezeptors auf den primären Monozyten erfolgte 
analog zum Nachweis auf HMEC-1 Zellen. 
3.7.4. Stimulation der Monozyten mit CRH für Beta-Endorphin Messung 
Unmittelbar nach der Monozyten-Isolation mittels Dichtegradientenzentrifugation 
und anschließender durchflusszytometrischer Analyse mit erfolgtem Nachweis eines 
75%-igen Anteils von CD14-positiven Zellen, wurden diese mit CRH, aufgelöst im 
RPMI Medium mit 1% FCS, 2 mM L-Glutamin, ohne Phenol Rot inkubiert, und im 
Anschluss der Beta-Endorphin Messung zugeführt. 
Eingesetzt wurden 1.000.000 Zellen/ml, die Stimulation erfolgte je nach 
Versuchsanordnung mit CRH 10-7,10-8 und 10-9M, für die Dauer von 4 oder 24 
Stunden. Im Anschluss erfolgte die Zentrifugation bei Raumtemperatur für die Dauer 
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von 10 min bei 600 G. Der abgenommene Überstand wurde entweder sofort 
weiterbearbeitet, alternativ bei -80 °C konserviert .  
3.7.5. Extraktion von Beta-End aus Zellkulturmedium 
Die Beta-Endorphin Messung erfolgte aus einem Zellkulturüberstand. Der 
Empfehlung des ELISA Kits entsprechend, wurde vor der Messung ein 
Extraktionsverfahren zur Bindung des Proteins aus dem Zellkulturüberstand 
angewandt. Die Durchführung entsprach der Empfehlung des ELISA Kits der Firma 
Peninsula Laboratories. Eingesetzt wurden C 18/200 mg-Säulen der Firma 
Macherey-Nagel. In einer speziellen Einrichtung war die Bildung eines Vakuums 
möglich, mit dessen Hilfe einzelne Schritte des Extraktionsverfahrens unterstützt 
werden konnten. 
3.7.6. Beta-End Bestimmung nach Stimulation der Monozyten mit CRH 
Das zu bestimmende Peptid (Standardkurve oder Probe) und Beta-Endorphin-
Antikörper wurden gemeinsam in den Wells verteilt. Die Antikörper gingen einerseits 
mit vorbestimmten Stellen am Wellboden eine Bindung ein, andererseits entstand 
eine feste Bindung des Peptids an die fixierten Antikörper. Es folgte die Zugabe 
eines weiteren Peptids (Biotinyliertes Peptid), das sich an die noch freien fixierten 
Antikörper bindet, die im vorhergegangen Schritt kein Komplex mit dem zu 
bestimmenden Peptid gebildet haben. Biotinylierte Peptide, die keine Bindung mit 
einem fixierten Antikörper eingegangen sind, wurden nach einer kurzen Inkubation 
ausgewaschen. Die Gabe einer Peroxidase, die lediglich an Antikörper-
biotinyliertes-Peptid-Komplexe bindet, ermöglichte den Farbumschlag eines im 
nächsten Schritt hinzukommenden Substrates. Ausgehend von der Intensität des 
Farbumschlages konnte eine quantitative Bestimmung der vorhandenen 
Peptidmenge erfolgen. 
Sämtliche Arbeitsschritte des ELISA erfolgten nach Anleitung des Herstellers. Sie 
wurden bei Raumtemperatur durchgeführt, und die Proben wurden in eine 1:3 
Verdünnung eingesetzt. 
 4. Ergebnisse 
4.1. Nachweis der µ1
Mittels PCR-Analyse ist es gelungen, 







Abbildung 4: Nachweis von µ1 Rezeptoren auf HMEC
-Rezeptoren auf HMEC-1-Zellen 
µ1 Rezeptor RNA auf 
humanes Hirngewebe





 eingesetzt. Die 
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4.2. Beta-End-induzierte Stimulation der endothelialen 
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Abbildung 5: endotheliale Beta-Endorphin 
a) Zeitabhängig: 2, 4, 24 h 
b) Konzentrationsabhängig: ß-End 10
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Abbildung 6: endotheliale β
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4.4. Nachweis der µ1-Rezeptoren auf primäre Monozyten
Mittels PCR-Analyse ist es gelungen, 
nachzuweisen. Als Positivkontrolle wurde 
Negativkontrolle wurde nur mit Phospatpuffer statt Zellen angesetzt. 






Abbildung 7: Nachweis von µ1 Rezeptoren auf primären Monoz
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Abbildung 8: monozytäre Beta
a) Abhängig von der Inkubationszeit mit Beta
b) Abhängig von der Beta-
c) Antagonisierungsversuch der Endothelin 1 Freisetzung mit Nalaxon (Nal 10
Angegeben als Standardabweichung in pg/ml
n=6. * signifikant zur Kontrolle, p < 0,05 (T Test)
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4.6. Beta-End-induzierte Stimulation der monozytären
Die monozytäre NO-Konzentration wurde nach Stimulation 
mit Beta-Endorphin (10-7  und 10
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Abbildung 9: monozytäre Beta-Endorphin
L-Name (10-3 M) diente als Negativkontrolle. 
Die Ergebnisse geben die prozentuale Standardabweichung im Vergleich zu unstimulierten Zellen 
wieder 
n=6. * signifikant zur Kontrolle, p < 0,05 (T Test)
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Abbildung 10: monozytäre CRH
Die Ergebnisse sind Mengenangaben in pg/ml
n=6. * signifikant zur Kontrolle, p < 0,05 (T Test)
monozytären 
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In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Stresshormon Beta-
Endorphin die endotheliale und monozytäre Endothelin-1 Freisetzung signifikant 
stimulieren kann. Die Effekte wurden durch den Opioid-Rezeptor-Antagonisten 
Naloxon nahezu komplett aufgehoben. Im Gegensatz dazu führte Beta-Endorphin 
zu einer Inhibierung der monozytären NO-Freisetzung. 
Bestätigt wurden die Ergebnisse durch den Nachweis der signalübermittelnden µ1-
Opioidrezeptoren auf der Endothelzelle und dem Monozyten. Daneben ist es 
gelungen, eine CRH-induzierte Stimulation der monozytären Beta-Endorphin-
Synthese nachzuweisen. 
 
Die hier vorgestellten stimulatorischen Effekte von Beta-Endorphin auf die 
endotheliale ET-1 Freisetzung konnten auch in einer Arbeit von Wang und Kollegen 
nachgewiesen werden (Wang X et al. 2006). Im Gegensatz hierzu beobachtete die 
Arbeitsgruppe von Lam eine Reduktion der endothelialen Endothelin-1 Freisetzung 
unter Einfluss eines lokal verabreichten Proopiomelanocortinderivaten, während 
keine Auswirkungen auf die Transkription von Endothelin-1 mRNA gesehen wurde. 
Die Autoren vermuteten eine Beeinflussung des Endothelin-converting-Enzyms als 
mögliche Erklärung der Ergebnisse (Lam et al. 2006). Zudem ist anzumerken, dass 
die Gruppe um Lam humane endotheliale EA.hy926-Zellen, einer Hybridzelllinie aus 
HUVEC Zellen und humanen Lungencarcinom Zellen (Bouis et al. 2001) 
verwendeten, während in der vorliegenden Arbeit HMEC-1 Zellen untersucht 
wurden. Wie oben bereits ausgeführt, können die verschiedenen Zelllinien 
beträchtliche Unterschiede in Funktion und Eigenschaften aufweisen (Ruoslahti and 
Rajotte 2000). Somit könnten alleine die ursprungsbedingten unterschiedlichen 
Eigenschaften der Zellen zu abweichenden Ergebnissen führen, was einen direkten 
Vergleich der Ergebnisse erschwert. 
 
Fontana und Kollegen veröffentlichten eine klinische Studie, in der Patienten mit 
vorbekannter dilatativer Kardiomyopathie einem mentalen Stresstest unterzogen 
und im Anschluss die Beta-Endorphin- und ET-1 Konzentrationen gemessen 
wurden. Sie fanden erhöhte Beta-Endorphin Spiegel, während die ET-1 Werte 
niedriger lagen als vor dem Test (Fontana et al. 1998). Zur Diskrepanz hinsichtlich 
der reduzierten Endothelinausschüttung muss angemerkt werden, dass in der 
vorliegenden Arbeit humane primäre Monozyten von gesunden Probanden 
untersucht haben, während Fontana kardial erkrankte Patienten analysierte, die 
 35 
eine mögliche inhomogene Verteilung der µ1-Rezeptoren aufweisen, was einen 
Einfluss auf eine Stress-induzierte ET-1 Freisetzung haben könnte. 
 
Die hier dargestellten Ergebnisse hinsichtlich der Reduktion der NO Freisetzung 
unter Einfluss von Beta-Endorphin entsprechen den Untersuchungen von Faletti 
und Kollegen, die eine Abnahme der NO-Synthase-Aktivität unter Beta-Endorphin 
Einwirkung mit konsekutiver Inhibition der NO Bildung beobachtet haben (Faletti et 
al. 1999). Seidel und Kollegen konnten in Zellkulturexperimenten mit Endothelzellen 
von humanen Koronararterien (HCAEC) keinen Einfluss die endotheliale NO-
Synthase nach Beta-Endorphin-Stimulation sehen, ohne dabei die tatsächliche NO-
Ausschüttung bestimmt zu haben (Seidel et al. 2006). Ein direkter Vergleich der 
Studien erscheint auch hier schwierig, da verschiedene endotheliale Zellkulturen 
(HCAEC und HMEC-1) mit unterschiedlichem Ursprung und unterschiedlichen 
Eigenschaften eingesetzt wurden. 
 
Als einer der wichtigsten Modulatoren der Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennieren-Achse vermittelt das Stresshormon CRH, wie oben beschrieben, eine 
Vielzahl von Effekten in der Stressantwort. Daneben sind direkte Einflüsse auf die 
endotheliale und monozytäre Endothelin-Freisetzung, sowie auf die Adhäsion von 
Monozyten am Endothel gesehen worden, die Effekte konnten durch den selektiven 
CRH-Rezeptor Antagonisten Astressin nahezu komplett aufgehoben werden 
(Wilbert-Lampen, Trapp et al. 2006; Wilbert-Lampen, Straube et al. 2006). In 
diesem Zusammenhang ist zu erwähnen, dass CRH sowohl zentral als auch in der 
Peripherie (u. a. Endothelzellen, Monozyten) synthetisiert werden kann, was auf 
eine autokrine / parakrine Funktion des Hormons hinweist (Harbuz et al. 1992). 
Zusammenfassend kann somit postuliert werden, dass sowohl Endothelzellen als 
auch Monozyten Syntheseort und Zielzellen für CRH sind. 
 
Zahlreiche Publikationen belegen eine gegenseitige Beeinflussung der 
Stresshormone CRH und Beta-Endorphin (Charmandari, Tsigos, Chrousos 2005), 
was die vorliegende Arbeit, durch den Nachweis einer CRH-induzierten Stimulation 
der monozytären Beta-Endorphin-Synthese, ebenfalls bestätigen konnte. Die dabei 
eingesetzte CRH-Konzentrationen von 10-7 mol/l entsprechen den im Plasma 
gemessen Werten, die je nach Nachweismethode zwischen 10-11 bis 10-6 mol/l 
variieren können (Ruckert et al. 1990).  
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CRH, Beta-Endorphin, und Endothelin-1 verfügen auch über eine direkte pro-
inflammatorische Potenz (Agelaki et al. 2002; Browatzki et al. 2005). Die 
gegenseitige Beeinflussbarkeit der Hormone kann somit zu einer potenzierten 
Zunahme von pro-inflammatorischen Mediatoren führen, was neben der 
dargestellten Induktion einer Beta-Endorphin-induzierten Imbalance von 
Vasokonstriktion und Vasodilatation, eine weitere mögliche pathophysiologische 
Erklärung für die Progression der Stress-vermittelten Atherosklerose sein kann. 
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6. Zusammenfassung 
Neben den klassischen kardiovaskulären Risikofaktoren sind psychosoziale 
Faktoren wie chronischer Stress oder Depression in der Genese der Atherosklerose 
von Bedeutung. Ob Stress dabei synergistisch zu den klassischen Risikofaktoren 
oder als selbstständiger Faktor die Erkrankung induziert, ist noch nicht hinreichend 
geklärt.  
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen eine direkte Beeinflussbarkeit der 
Monozyten- und Endothelfunktion durch das Stresshormon Beta-Endorphin. Die 
Ergebnisse werden durch den Nachweis involvierter peripherer endothelialer und 
monozytärer µ1-Rezeptoren, sowie durch die erfolgreiche Blockierung der 
Stresshormoneffekte durch den Rezeptor-Antagonisten Naloxon bestätigt. Der 
Nachweis einer CRH-induzierten Stimulation der monozytären Beta-Endorphin-
Synthese belegt zudem eine gegenseitige Beeinflussung beider Stresshormone.  
Somit ist es gelungen, einen pathophysiologischen Mechanismus einer Stress-
induzierten Modifikation der Endothel- und Monozytenaktivität aufzuzeigen. 
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August - November 2005  Klinikum Großhadern, Klinik für Anästhesiologie 
     Direktor Prof. Dr. Dr. h.c. Peter 
     urologischer und orthopädischer OP,  





Erstes Tertial    Innere Medizin  
April - August 2005   Krankenhaus München-Harlaching, Zentrum für 
     internistische Akutmedizin und Prävention  
     Chefarzt kommissarisch Dr. Spuhler 
  
Studium an der Ludwig-Maximilians-Universität München 
 
April 2006    Dritter Abschnitt der Ärztlichen Prüfung 
März 2005  Zweiter Abschnitt der Ärztlichen Prüfung 
März 2003  Erster Abschnitt der Ärztlichen Prüfung 
März 2002  Ärztliche Vorprüfung  
April 2000  Beginn des Studiums der Humanmedizin 
      
Famulaturen 
 
August 2004    Hausärztliche Innere Medizin  
     Praxis Dr. Certain, Konstanz 
März 2004    Rekonstruktive und  
     korrigierende Extremitätenchirurgie 
     Prof. Dr. Dr. Baumgart 
     Chirurgische Klinik Innenstadt, München 
August 2003    Innere Medizin/Kardiologie  
     Praxis Dr. Muscholl, München 
Juli - August 2002   Innere Medizin, Klinikum Radolfzell 
     Chefarzt Dr. Langbein 
  
Krankenpflegepraktikum 
Februar - März 2001   Allgemeinchirurgische Station  












August 2003  Beginn der Dissertation bei Prof. Dr. med. Steinbeck, 
   Medizinische Klinik und Poliklinik I, LMU Großhadern 
   in der Arbeitsgruppe von Frau Dr. med. Wilbert-Lampen über 
   die proatherogene Wirkung des Stresshormon Beta- 
   Endorphin und die Beta-Endorphin-Freisetzung aus  
   Monozyten unter CRH-Stimulus; als Modell für chronische 




Wilbert-Lampen U, Trapp A, Barth S, Plasse A, Leistner D. “Effects of beta-
endorphin on endothelial/monocytic endothelin-1 and nitric oxide release mediated 
by mu1-opioid receptors: a potential link between stress and endothelial 
dysfunction?”  
 
(Endothelium 2007 Mar-Apr;14(2):65-71) 
 
Zivildienst 
August 1998 - August 1999  Zivildienst beim DRK Konstanz, Rettungsdienst 
 
Schulbildung 
Juni 1998    Allgemeine Hochschulreife 
Oktober 1992 - Juni 1998  Geschwister-Scholl-Schule, Konstanz 
Oktober 1984 - Juli 1992  Grundschule/Gymnasium in Mediasch, Rum. 
